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Prufungsantrag gem. § 44 PatG 1st gestellt 
@ Lagerfahig vorpraparierte Maldi-Probentrager 

(§) Die Erfindung betrifft vorpraparierte Probentrager fur die 
matrixunterstutzte ionisierende Laserdesorption gro&er Ana- 
lytmolekule (MALDl) zur Erzeugung von lonen der Analyt- 
sub&tanz fur deren massenspektrometrische Untersuchung, 
und Verfahren fur die Praparation der Probentrager. 
Die Erfindung besteht dartn, die mit ainer Matrixsubstanz fur 
die Unterstutzung der Deeorption fertig praparierten Proben- 
trager dadurch versand- und lagerfahig zu machen, dal£ die 
Matrixsubstanz aus mindestens zwoi verschiedenartlgen 
Komponenten gebiidet wird, wobei eine lackartige Kompo- 
nente weitere Substanzen^ die wahrend der l_asardesorption 
fur die lonisierung der Analytmolekule sorgen, vor Oxidation, 
Hydrolyse und anderen Arten der Zersetzung schutzt. Die 
lackartige Komponente adsorbiert auch die Analytmolekule 
an der Oberflache und unterstutzt die Desorptton bei 
Laserbeschu&. Besonders geeignet ist eine dunne Schicht 
aus Nitrozetlulose (icorrekter: Zetlulosenitrat), in der die zur 
lonisierung der Analytnnotekute notwendigen Substanzen 
eingebettet werden. Die in Wasser unldsliche Lackschicht 
adsorbiert die gro&en Analytniolekule aus Losung an ihrer 
Oberflache. Die vorpraparierte Schicht kann auch wertere 
Komponenten zur gewollten Veranderung der Analytmoleku- 
le enthalten, beispielsweise Enzyme zur gezielten Verdauung 
von Proteinen. Auch Komponenten fur das selektive Binden 
von Analytmolekuten konnen vorhanden sein^ etwa Antikor- 
per zum Festhalten spezifischer Proteine. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft vorpraparierte Probentrager 
fur die matrixunt rstutzte ionisierende Laserdesorption 
groBer Analytmolekflle (MALDI) zur Erzeugung von 
lonen der Analytsubstanz fiir deren massenspektrome- 
trische Untersuchimg, und Verfahren fur die Prapara- 
tion der ProbentrSgen 

Das Verfahren der massenspektrometrischen Unter- 
suchungen von grofimolekularen Analytsubstanzen mit 
lonisiening durch laserinduzierte Desorpdon besteht 
darin, den Probentrager mit oberflachlich aufgebrachter 
Analytsubstanz einem Lichtpuls aus einem Laser auszu- 
setzen, der auf die Probenoberflache fokussiert wird. 
Dieser Lichtpuls erzeugt lonen der AnalytmolekOie, die 
dann mit ionenoptischen Mitteln der massenspektrome- 
trischen Analyse zugeftihrt werden. Es finden dabei ins- 
besondere Flugzeitmassenspektrometer, aber auch io- 
nenspeichemde Massenspektrometer, wie Hochfre- 
quenz-Quadrupol-Ionenfallen (h^ufig einfach "lonenfal- 
len" genannt) oder lonen-Zykiotron-Resonanz-Massen- 
spektrometer ("ICR-Spektrometer^, Anwendung. 

Fur den besonderen FaD der Flugzeitmassenspektro- 
metrie wird der Probentrager konstant auf eine Hoch- 
spannung zwischen 6 und 30 Kilovolt gelegt, dem in 
einer Entfemung von 10 bis 20 Millimetem eine Grund- 
elektrode auf Erdpotential gegenuberliegt. Ein Laser- 
puls von typischerweise etwa 4 Nanosekunden Dauer 
ubemimmt die lonisierung. Die lonen werden durch das 
elektrische Feld zvr Grundelektrode hin beschleunigt 
und erhalten dabei alle die gleiche kinetische Energie. 
Jenseits der Grundelektrode befindet sich die feldfreie 
Flugstrecke des Fiugzeitmassenspektrometers. Am En- 
de der Flugstrecke werden die ankonmienden lonen 
detektiert. aus ihrer Flugzeit laBt sich — bei gleicher 
kinetischer Energie — ihre Masse bestimmen. Bei Ver- 
wendung von ionenspeichemden Massenspektrome- 
tem wie Quadrupol-Ionenf alien oder ICR-Spektrome- 
tem werden die desorptiv erzeugten lonen mit ionenop- 
tischen Mitteln in die Speicherzellen der Massenspek- 
trometer uberfuhrt und dort massenspektrometrisch 
untersucht 

Fur die lonisierung von groBen Analytmolekulen 
durch die weithin bekannte matrixunterstutzte Laserde- 
sorption (MALDI = matrbc assisted taser desorption 
and ionization), die in den vergangenen Jahren eine gro- 
Be Verbreitung gefunden hat, werden die groBen Mole- 
kule der Analytsubstanz auf dem Probentrager in eine 
Schicht winziger Krtstalle einer niedermolekularen Ma- 
trixsubstanz eingelagert Der Laserlichtpuls verdampft 
praktisch momentan eine geringe Menge der Matrix- 
substanz. Die Dampfwolke nimmt zunachst praktisch 
den gleichen Raum ein wie die Festsubstanz, steht also 
unter hohem Druck. Auch die groBen AnalytmolekOie 
werden in die zunachst winzige Dampfwolke iiberfilhrt 
Bei der Bildung der Dampfwolke wird ein geringer Teil 
der MolekCle, und zwar sowohl der Matrix- wie auch 
der groBen Analytmolekuie, ionisiert AnschlieBend 
dehnt sich die Dampfwolke in einem adiabatischen und 
isentropischen ProzeB ahnlich einer Explosion in das 
umgebende Vakuum aus. Solange wahrend der Ausdeh- 
nung der Dampfwolke noch IContakt der MolekOle un- 
tereinander besteht, findet durch lonen-Molekul-Reak- 
tionen eine fortgesetzte lonisierung der groBen Analyt- 
molekUle auf K sten der kleineren Matrixionen statt 

Die ins Vakuum expandierende Dampfwolke be- 
schleunigt durch ihre adiabatische Ausdehnimg nicht 
nur die MolekOle und lonen der Matrixsubstanz, son- 
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dem durch viskose Mitnahme auch die MolekOle und 
lonen der Analytsubstanz. Die dabei auftr tende Streu- 
ung der Anfangsgeschwindigkeiten bei laserinduzierter 
lonisierung beeintrachtigt und begrenzt die Massenauf- 
5 Idsung der Flugzeitmassenspektrometer. Es gibt jedoch 
eine Methode, die lonen wieder zeitlich zu fokussieren 
und damit das Auflosungsvermogen zu verbessenx 

FOr die anderen genannten Arten der Massenspek- 
trometrie ist die Streuung der Anfangsenergien eben- 

10 falls sch^dlich, da sie den EinfangprozeB der lonen in 
den Speicherzellen erschwert Hier ist noch keine Me- 
thode zur Verbesserung des Einfangs bekannt 

Die Matrixsubstanz muB gegenwartig verschiedenar- 
tige Aufgaben gleichzeitig erfuUen, wobei stets nur ein 

15 gewisser KompromiB erreicht werden kann: Sie muB 
die AnalytmolekOie in ihre Kristalle aufnehmen und 
Ober das Aufwachsen der ICristalle auf dem Probentra- 
ger festhalten. Sie muB das Licht der Laserstrahlung 
effektiv absorbieren und so in kurzester Zeit genugend 

20 Energie fOr die momentane Verdampfung aufnehmen. 
Wahrend der Verdampfung muB sie eine solch hohe 
Plasmatemperatur erreichen. daB ein nicht zu kleiner 
Bruchteil der MolekOle ionisiert vorliegt, andererseits 
darf die Matrixsubstanz nicht — etwa durch Zersetzung 

25 — ihre zur lonisierung befahigenden Eigenschaften ver- 
lierea Sie muB dann im anschlieBenden lonisierungs- 
prozeB die groBen AnalytmolekOie durch Protonierung 
ionisieren. 

Dieses Aufgabenspektrum ist sehr schwierig zu erfOl- 
30 len; die Matrixsubstanzen sind daher recht komplexer 
Natur. 

Bisherige Praparationsmethoden verlangen eine fri- 
sche Preparation, wobei Anaiyt und Matrix zu gleicher 
Zeit in einer LOsung auf den Probentrager gebracht und 

35 dort getrocknet werden. Dieses Verfahren verfolgt das 
2^el, die AnalytmolekOie in die Mikrokristalle der Ma- 
trixsubstanz einzuschlieBen, die sich beim Trocknen des 
aufgebrachten Tropfchens bilden. Es sind nur einige we- 
nige Verfahren bekannt geworden, erst die Matrbcsub- 

40 stanz und spater die Analytsubstanz auf den Probentra- 
ger aufzubringen, und diese Verfahren verlangen zu- 
meist ein zumindest teilweises Anl5sen der vorher auf- 
gebrachten Matrixkristalle (siehe beispielsweise GB 2 
236 185). 

45 Seibst bei einer VorprSparation der Matrixschicht 
und spaterem Aufbringen der Analytsubstanz muB die 
Matrixschicht relativ frisch aufgebracht werden. Der 
Grund dafur ist, daB die bisher bekannt gewordenen 
Matrixsubstanzen ganz uberwiegend empfindlich ge- 

50 genuber Oxidation, Hydrolyse und anderen verandem- 
den Prozessen durch Luftbestandteile sind und sich da- 
her leicht zersetzen. Sie sind — besonders in der feinen 
Verteilung auf der Oberflache einer Tragerplatte — 
spatestens nach einigen Tagen fOr den vorUegenden 

55 Zweck der lonisation unbrauchbar. Seibst die l^ngere 
Lagerung der Matrixsubstanzen in angebrochenen Fla- 
schen ist kritisch und nicht zu empfehlen. 

Diese Verfahren sind also nicht geeignet, groBe An- 
zahien von MALDI-Tragerplatten vorzupraparieren 

60 und dann zu verbrauchen. Insbesondere sind sie nicht 
fOr eine industrielle Vorpraparation verkaufbarer Pro- 
bentrSger geeignet 

DarOberhinaus sind Verfahren bekannt geworden, die 
AnalytmolekOie beim Aufbringen auf den Probentrager 

65 in situ zu verandern, um die Aussagefahigkeit der mas- 
senspektrometrischen Untersuchungsmethode zu ver- 
groBem. Beispielsweise konnen Proteine durch einen 
tryptischen oder andersartigen enzymatischen Verdau 
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in charakteristischer Weise s in Bruchstucke zerlegt 
werden, daB uber eine Messung der Molekulargewichte 
dieser Bruchstucke eine sofortige identifizienmg des 
aufgebrachten Proteins anhand von Protein- Datenban- 
ken mogiich wird. Krankhafte Veranderungen eines be- 5 
kannten Proteins konnen ebenfalls durch einen solchen 
Verdau mit anschlieBender Messung der Molekularge- 
wichte der Bruchstucke festgestellt werden, wobei es 
sogar mogiich ist, das veranderte Teilstuck der Protein- 
kette zu erkennen. 10 

Die dazu notwendigen Enzyme sind relativ stabiL Sie 
kdnnten einer vorprHparierten Matrixschicht beigege- 
ben werden, wenn diese haltbar vorprapariert werden 
konnte, und wenn die Enzyme nicht in direkter Beruh- 
rung zu den meist sauren lonisiersubstanzen der Matrix 15 
aufgebracht werden kdnnten. Da es jedoch keine lager- 
fahige Matrixpraparation gibt, verlangt auch diese Me- 
thode jeweils frischen Ansatz. Sie ist damit sehr aufwen- 
dig. 

Es ist die vordringliche Aufgabe der Erfindimg, das 20 
Verfahren zur PrSparation von MALDI-Schichten und 
das MALDI- Verfahren der lonisierung von Analsrtmo- 
lekuien selbst so abzuwandeln, daB eine Vorpraparie- 
rung der Probentrager erfolgen kann, und zwar so, daB 
die Probentrtger liber Itngere Zeit ohne Funktionsver- 25 
lust gelagert werden konnen. Die vorpr^parierten Pro- 
bentrager sollen es ermoglichen, die Analytmolekiile in 
einfacher Weise aufzubringen, beispielsweise in der 
Form automatisch aufpipettierter Tropfchen. Die Ana- 
lytsubstanzen sollen von der vorpraparierten Schicfat so 30 
festgehalten werden, daB sie waschbar werden, um Re- 
ste an Puff er sub stanzen oder Salzen zu entfemen. Es ist 
also das Ziel, die verwendeten Matrixkomponenten fur 
die lonisierung der Analytsubstanzen vor Zersetzung 
wahrend des Transportes oder der Lagerung zu schut- 35 
zen, und das Aufbringen der AnalytmolekOle zu erleich- 
tem. Es soli insbesondere mogiich sein, vorpraparierte 
Probentrager industriell herstellbar und vertreibbar zu 
machea 

Eine weitergehende Aufgabe der Erfindung soil es 40 
sein, auch Vorpraparierungen imter EinschluB anderer 
Reaktionspartner zu ermdglichen, beispielsweise mit 
Enzymen zum charakteristischen Verdau von Proteinen, 
aber auch mit anderen Chemikalien zur gezielten Ver- 
anderung der Analytsubstanzen. 

Die Erfmdung soil ein MALDI- Verfahren mit hoher 
lonenausbeute und hoher Emptindlichkeit liefem, um 
mit eingesetzten Probenmengen von nur wenigen Fem- 
tomol arbeiten zu konnen. Sie soil daruberhinaus durch 
eine gleichmaBige Schicht automatisch ablaufende 
MALDI-Prozesse ermoglichen, 

Es ist der Grundgedanke der Erfindung, das Aufga- 
benspektrum, das die Matrixsubstanz zu erfiillen hat, auf 
zwei Oder mehr Substanzkomponenten aufzuteilen, und 
dabei einer Substanzkomponente die zusatzliche Auf- 
gabe des Schutzes der anderen Substanzkomponenten 
zuzuweisen. Dabei liegt der Erfindung die experimentell 
gewonnene Erkenntois zugrunde, daB fur einen erfolg- 
reichen MALDI-Prozess die Analytmolekiile und die 
Molekule der ionisierenden Substanzkomponente nicht 
schon im festen Zustand in Berflhrung sein mussen. Die- 
se Beruhrung im festen Zustand, im idealen Fall der 
Einbau der Analytmolekiile in die Mikrokristalle der 
Matrixsubstanz, war bisher das Ziel alier Praparations- 
verfahren. 

Eine Aufteilung des Aufgabenkatalogs auf zwei Sub- 
stanzen kann nach diesem Grundgedanken der Erfin- 
dung etwa so aussehen: 
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(a) eine erste Matrixsubstanz (ein *1Binder^ tiber- 
nimmt die adsorptive Bindung der Analytm lekiile 
an emer vorzugsweise glatten Oberflache, sie uber- 
nimmt die Bindung an die Unterlage, sie kann vor- 
zugsweise die Energieabsorption iibemehmen, sie 
iibemimmt insbesondere die Bildung der Plasma- 
wolke und sie ubernimmt zusatzlich nach dera 
Grundgedanken dieser Erfindung den Schutz der 
ionisierenden Matrixkomponente; 

(b) mindestens eine weitere Matrixsubstanz (ein 
"lonisierer^ die vorzugsweise molekular in der er- 
sten Substanz geldst ist, iibemimmt die lonisierung 
der AnalytmolekOle in der Plasmawolke; sie kann 

. aushilfsweise auch die Energieabsorpdon iibemeh- 
men, wenn diese nicht von der ersten oder von 
weiteren Matrixsubstanzen iibemommen wird. 

Der Schutz der ionisierenden Matrixkomponente 
kann am besten verwirkiicht werden, wenn der (oder 
die) lonisierer ganz in einer luft- imd wasserdichten 
Masse des Binders eingeschlossen werden kann. Es ist 
daher ein weitergehender Gedanke der Erfindung, ei- 
nen lackartig verarbeitbaren Binder zu verwenden, der 
den lonisierer in molekularer Losung in die Lackmasse 
aufnehmen kann. 

Es ist nun fiir den MALDI-ProzeB notwendig, daB der 
Binder die Molekiile des lonisierers bei der Desorption 
freigibt Das kann beispielsweise durch vollstandige 
Verdampfung geschehea Da aber lackartige Schichten 
in der Regel aus polymeren Moiekiilen aufgebaut sind, 
ist eine solche vollstandige Verdampfung nicht ohne 
weiteres mogiich. Es ist daher ein weiterer Erfindungs- 
gedanke, daB der Binder die Freigabe der Molekule des 
lonisierers am besten erfiiDen kann, wenn er sich bei 
LaserlichtbeschuB in kleine Molekule zersetzt Als be- 
sonders vorteilhaft bieten sich hier polymere Spreng- 
stoffe an, die sich bei Erhitzung durch den Laserstrahl 
exotherm in die kleinen Molekule Wasser, Kohlenmon- 
oxid, Kohlendioxid, Stickstoff und Wasserstoff zerset- 
zen. Es muB aber nicht unbedingt ein solch starker exo- 
thenner Zersetzimgsvorgang wie bei Sprengstoffen 
sein, auch schwach exotherme oder sogar leicht endo- 
therme Zersetzungsvorgange, deren Energiezufuhr aus 
dem Laserlicht stammt, konnen hier eingesetzt werdea 
Der Binder muB aber auch die Aufgabe der adsorpd- 
ven Bindung der Anal3rtmolekUle iibemehmen konnen, 
da die umschlossenen Molekiile des lonisierers diese 
Aufgabe nicht uberaehmen konnen, Es ist nun ein weite- 
rer Erfindungsgedanke, hier hochadsorptive Polymer- 
strukturen zu benutzen, wie sie etwa aus Adsorptions- 
saulen zur Reinigung von hochmolekularen organischen 
Stoffen Oder von Blotmembranen zum Blotten 2D-elek- 
trophoretischer Trennung bekannt sind. 

Ein hervorragende Kombination einer hochadsorpti- 
ven, zur Lackherstellung geeigneten polymer struktu- 
rierten Substanz rait erwiinschtem Sprengstoff-Charak- 
ter ist die Nitrozellulose (korrekter: Zellulosenitrat, 
Kurzzeichen nach DIN: CN), deren Explosivitat sich 
daraber hinaus durch den Grad der Nitrierung einstel- 
len laBt. Man spricht bei Stickstoffgehalten zwischen 
104 und 12,5% von Zellulosedinitrat (CoUodiumwolle), 
bei solchen zwischen 12^ und 14,14% von Zeilulosetri- 
nitraten (SchieBbaumwolle). Beide Sorten verpuffen bei 
Erhitzung, die Verpuffungsheftigkeit nimmt mit hoherer 
Nitrierung zu. Zellulosenitrate bestehen aus etwa 100 
bis 3500 teil- bis vollnitrierten Glukose-Einheiten. 

Der Binder kann, muB aber nicht notwendig die Auf- 
gabe der Lichtabsorpdon Iibemehmen. Diese Aufgabe 
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kaim durch eine Derivatisierung des Zellulosenitrats ge- 
lost werden, wobei absorptive Molekiilgruppen in das 
Zellulosegenist ingebaut werden. Durch Wahl der Mo- 
lekOlgruppen kann man sich an die Wellenlange des 
verwendeten Lasers anpassen. — £s ist aber auch mog- 
lich, diese Aufgabe einer dritten Matnxsubstanz zu 
ubertragen. Zeliulosenitrat ist hervorragend farbbar, 
und kann somit fOr beliebige Welleniangen undurch- 
sichtig gemacht werdea 

Das Zeliulosenitrat kann sehr einfach in Azeton ge- 
lost als Lackschicht auf den Probentrager aufgebracht 
werden, sowohl durch Spruhen, Streichen oder Druk- 
ken. Es wird eine gleichmaBige und glatte Schicht er- 
zeugt die wiederum auch eine Gnindvoraussetzung so- 
wohl fur die Automatisierbarkeit der Probenvorberei- 
tung und wie auch fiir die Automatisierbarkeit der 
MALDMonisierung ist Eine gleichmaBige Schichtdicke 
ist auch fur die Genauigkeit der Massenbesdmmung 
notwendig. Aus Zeliulosenitrat werden technisch die so- 
genannten Nitrolacke hergestellt Hitrolacke verwen- 
den meist das weniger nitrierte Zellulosedinitrat als 
Grundstoff. Erst die Nitrienmg der ZeUulose ermoglicht 
die Ldsung des entstehenden Produkts in organischen 
Losemitteln. 



Massenspektrometem einfangen, und sie erhohen die 
Genauigkeit der Massenbestimmung in Flugzeit-Mas- 
senspektrom tern. 
Um die aufgebrachte Schicht auch gegen nicht-waBri- 
5 ge Losungsmittel unloslich zu machen, ist es besonders 
vorteilhaft. die meist fadenfarmigen Molekule der Lack- 
schicht nach Aufbringen auf den Probentrager zumin- 
dest an der Oberflache zu vemetzea Das kann durch 
Zugabe eines Bruckenbildners geschehen, aber auch 
10 durch ionisierende Bestrahlung. zum Beispiel mit UV- 
Licht FOr die oberflachliche Vemetzung von Zeliulose- 
nitrat hat sich Diisocyanat als Bruckenbildner bewahrt, 
das restliche GH-Gruppen benachbarter MolekOlstrSn- 
ge miteinander verbindet Diese Vemeuung unterbin- 
15 det die Losbarkeit in organischen Losemitteln. Die Ver- 
netzung unterbindet nicht die Zersetzlichkeit des Zellu- 
losenitrats unter Einwirkung der Laserstrahlung. 

Es hat sich experimentell erwiesen, daB die Konzen- 
tration des lonisierers nicht hoch zu sein braucht. Unse- 
20 re Versuche haben sich alierdings auf Alpha-Cyano- 
4-Hydroxy-Zimtsaure (kurz "'Alpha-Cyano") beschrankt. 
Mit etwa 10% Alpha-Cyano in 90% Nitrozellulose er- 
halt man einen nahezu klaren Lack, der sich sehr dunn 



aufbringen laBt Er bildet eine gute Grundlage far die 
Die Zellulosegrundstruktm- ist besonders giinstig fur 25 lonisierung von praktisch alien Arten von Proteinen, die 
die oberflachliche Bindung der Analytmolekule wegen leicht aus waBriger Losung auf die Oberflache des was- 
ihrer besonders starken Adsorptivitat Da Nitrozellulo- serunloslichen Lacks aufgebracht werden konnen. 
se nicht in Wasser I6sbar ist, kann man Proteine, wasser- Es ist jedoch zu erwarten, daB die Suche nach besse- 
losliche Polymere und andere groBmolekulare Analyt- ren lonisierem bald Ergebnisse lief em wird, die die Aus- 
substanzen sehr einfach aus wasseriger Losung auf die 30 beute an Analytionen, die jetzt etwa bei 1/10000 lonen 
Lackschicht aufbringen. Nitrozellulose wird haufig fOr pro Analytmolektil liegt. ganz wesentlich erhohen wer- 
Blotmembranen verwendet; sie hat gegenOber anderen, dea 

meist teuereren Blotmembranen den Nachteil, daB die Es konnen in der Lackschicht auch mehrere ionisie- 
AnalytmolekQle sehr fest, fflr viele Untersuchungsme- rende Substanzen gleichzeitig untergebracht werdea 
thoden zu fest, an der Oberflache haftea Dieser Nach- 35 Sie konnen sowohl als eine einzige Losung mit mehre- 



teil ist im vorliegenden Fall ein VorteiL Die wasserige 
Ldsimg von hochmolekularen Analytsubstanzen wie 
Proteinen enthalt neben den Analytmoiekulen haufig 
noch stabilisierende Puffersalze und andere fOr den lo- 
nisierungsprozeB schadliche Bestandteile. Die feste 
Haftung der Analytmolekule und die Wasserunloslich- 
keit der Nitrozellulose ermdglicht ein leichtes und ver- 
lustarmes Waschen der aufgebrachten groBmolekula- 
ren Analytsubstanz. 



ren Komponenten auf den Probentrager aufgebracht 
sein, aber auch als schichtartiger Aufbau mit mehreren 
Lackldsungen iibereinander, die jeweils nur eine einzige 
ionisierende Komponente enthaltea Die Lackschichten 
40 — sowohl als Einzelkomponenten-Schicht, als Mehr- 
komponenten-Schicht wie auch als Mehrschdchten-Auf- 
bau — konnen durch eine schOtzende Deckschicht was- 
ser- und luftdicht abgedeckt seia Die Deckschicht ent- 
halt zweckmaBigerweise keinen lonisierer. Die Vemet- 



Sprengstoffe mit ihrer exothermen Zersetzung fah- 45 zung kann sich auf die Deckschicht oder sogar nur auf 
ren auch gleichzeitig zu einer sehr konstanten Wolken- die Oberflache der Deckschicht beschrankea 
bildung, dadurch ergeben sich fur die Flugzeit-Massen- Fur den MALDI-ProzeB ist es erforderlich, daB die 
spektrometrie giinstige Voraussetzungen fur eine hofae Dampfwolke in einem Gebiet definierten elektrischen 
Massengenauigkeit Kleinere Energietmterschiede im Potentials entsteht. Da die Lackschicht nichtleitend ist, 
Laserlichtstrahl spielen eine untergeordnete RoUe. Der 50 hat es sich als giinstig erwiesen, einen leitenden Proben- 
Sprengstoff wird dabei so dunn aufgetragen (teilweise trager zu verwendea Im Falle einer Verwendung von 
nur Bruchteile eines Mikrometers), daB ein selbstandi- nichtleitenden Probentragem ist eine oberflachliche 
ges Nachbrennen in Nachbarbereiche unterbleibt, da Metallisienmg angebracht Diese kann sehr dunn, sogar 
der Probentrager stark kOhlt und die Verbrennung fast durchsichtig sein, um einen LaserbeschuB von der 
loscht im Gegensatz zu normalem MALDI, bei dem 55 Ruckseite her durch den Probentrager hindurch zu er- 



man Laserlichtfokusdurchmesser von 100 bis 200 Mi- 
krometer bevorzugt, um groBflachig eine dUnne Schicht 
der Matrixoberflache abzutragen, kann man bei 
Sprengstoff- MALDI mit Fokusdurchmessem von 5 bis 
20 Mikrometem arbeitea Es wird dabei innerhalb die- 
ses Durchmessers die gesamte Schicht bis auf den Pro- 
bentrager darunter abgetragea 

Das Aufbringen der Analytmolekule auf die Oberfla- 
che der Lackschicht hat den weiteren Vorteil, daB die so 



moglichea 

Um Aufladungen der Lackschicht zu vermeiden. oder 
um die Lackschicht selbst leitend zu machen, kann dem 
Lack auch ein Leiter in disperser Form zugesetzt wer- 
60 dea Dazu kann beispielsweise Kohlenstoff in feinster, 
disperser Form verwendet werdea 

Durch solcherart leitfahig gemachte Schichten ist es 
moglich, Probentragerplatten herzustellen, die direkt als 



Biotmembran zum Blotten zweidimensional durch Gel- 
gebildeten lonen der Analytmolekfiie nach Ausdehnung 65 Elektrophorese getrennter EiweiBe benutzt werden 
der Wolke eine weit geringere Streuung ihrer Anfangs- konnea Die 2-dimensionale Abtastung durch MALDI 
geschwindigkeiten zeigea Die lonen lassen sich daher ergibt eine Steigerung der Empflndlichkeit gegenuber 
viel besser in Speicherzellen von ionenspeichemden ilblichen Farbungsmethoden, die bei mehrer n Zehner- 
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poteiuen liegt und dariiberhinaus zuverlassige Informa- 
tion uber das Molekuiargewicht bietet 

Wenn wir vom Blotten absehen. so werden die Ana- 
lytmolekiile meist einf ach durch Aufbringen eines winzi- 
gen Tropfchens der Analytl6siing auf die adsorptive 
Schicht aufgebracht Die glatte Lackschicht erlaubt da- 
bei ein automatisches Aufpipettieren kieiner Tropfchen, 
in denen sich geloste Analytmolekule befinden- Die 
Tropfchen behalten auf der Lackschicht eine etwa halb- 
kugelige Form, aus der die Analytmolekule in relativ 
kurzer Zeit durch Diffusion und feste Adsorption an der 
Lackoberflache herausgezogen werden. Das Tropfchen 
muB oft nicht einmal eintrocknen, nach Adsorption der 
Analytmolekiile kann der Rest einfach abgewaschen 



10 



sorptionen so gering wie moglich gehalten. Es lassen 
sich in dieser Weise sogar Analytsufastanzen aus einzel- 
nen biologischen Zellen einer massenspektrometrischen 
Analyse zufQhren. Die bisher verwendeten MALDI- 
Verfaliren verlangten notwendigerweise eine Bestrah- 
lung des Probentragers von der Probenseite her, da je- 
weils nur eine sehr geringe Matrixmenge an der Ober- 
fiache verdampft wurde, also jeweils nur ein Bruchteil 
der Schichtdicke abgetragen wurde, Auch die Verwen- 
dung von magnetischen KUgelchen verlangt einen Be- 
schuB von der Probenseite her, da die Kiigelchen un- 
durchsichtig sind. 

Werden jedoch fiache Probentrager benutzt, so kann 
ein anderes Verfahren verwendet werden, da die Ver- 



werden. Auch die Substanzen aus eingetrockneten 15 wendung einer diinnen Sprengstofflackschicht zu einer 



Tropfchen kdnnen gewaschen werden. Das ist beson- 
ders vorteilhaft, da so auch storende Puffersubstanzen 
und Saize der Losung entfemt werden kdnnen. 

Die Oberfiache unter einem Tropfchen mit etwa 10 
Nanoliter Losung hat etwa 250 Mikrometer Durchmes- 
ser und kann dabei grofienordnungsmaLBig 10 Femtomol 
an Analytmolekulen aufnehmen, die eine monomoleku- 
iare Adsorptionsschicht bilden. Ist die Konzentration 
wesentlich geringer als ein Kcomol pro Mikroliter, so 
kann die Losung nach jeweiligem Trocknen des Tropf- 
chens — eventuell unter EinschluB mehrerer Waschvor- 
g^ge — mehrfach aufpipettiert werden. Die Fiache des 
Tropfchens kann wahrend der Spektrenaufnahme durch 
mehrere Laserschusse abgetastet werden und ergibt 



vollstandigen Verdampfung eines kleinen Schichtberei- 
ches fiihrt, so daB erne nackte Stelle des Probentragers 
abrigbleibt Es ist daher mSglich, die Matrixschicht von 
der Ruckseite eines fur die Laserstrahiung durchsichti- 
20 gen Probentragers her zu bestrahlen und so zu ver- 
dampfen. Es ist also ein weiterer Gedanke der Erfin- 
dung, durchsichtige Probentrager zu verwenden, die je- 
doch zur Aufrechterhaltung stabiler elektrischer Poten- 
tiale oberflachlich leitend gemacht werden. Die Riick- 
25 seite des Probentragers ist fur den Laserstrahl in der 
lonenqueile viel leichter zugangiich als die Vorderseite. 
auf der die Beschleunigungs- und Fokussieningsblenden 
mit ihren hohen Spannungen einem senkrechten Auf- 



schuB Oder einem AufschuB mit kurzer Brennweite im 
nach Addition der MeBwerte sehr gute Spektren der 30 Wege stehen und sehr trickreiche IConstruktionen not- 
Analytsubstanz. Meist kdnnen von einem einzigen Fleck wendig machen. 

sogar mehrere Spektren gewonnen werden. Diese Auf die Welienlange des Lasers, die bei bisherigen 
Spektren haben wegen der GleichmaBigkeit der Auftra- MALDI- Verfahren immer sehr wichtig war und die 
gung alle die gleiche Qualitat Auswahl der Matrixsubstanzen mit bestimmt hat. 

Fur hochverdiinnte Anaiytldsungen, bei denen ein 35 kommt es nur noch in zweiter Linle an, da es der einzige 
aufgebrachter Tropfen nicht genugend MolekOle fur ei- Zweck der Laserstrahiung ist, den Sprengstoff zu ziin- 
ne massenspektrometrische Untersuchung enthait, hat den und ein Plasma genugend hoher Temperatur zu 
sich eine andere Art der Probentrager bewahrt Die erzeugen. 

adsorptive Matrixschicht nach dieser Erfindung wird Fig. 1 zeigt eine Anordnung eines flachen, metalli- 
auf die Oberflache von winzigen magnetischen KUgel- 40 schen Probentragers 1 mit einer Lackschicht 2 aus Zel- 



chen ("magnetic beads'^ aufgebracht, die in Durchmes- 
sem von emem bis 100 Mikrometem erhaltlich sind. 
Besonders vorteilhaft ist es hier, die Matrixsciiicht durch 
Vernetzimg vollkommen unldsiich zu machen. Die KQ- 
gelchen werden dann in kieiner Anzaiil der sehr ver- 
dunnten Analytldsung beigegeben. Durch langandau- 
ernden und bewegten Kontakt kdnnen so die Analytmo- 
lekiile praktisch quantitativ adsorptiv an die Oberflache 
der Kiigelchen gebunden werden. Wenn dabei keine 
restlose Adsorption eifolgen soil, wird die restliche 
Analytlosimg nicht durch freiwerdende Substanzen der 
Matrix verunreinigt. Die Kiigelchen lassen sich ansclilie- 
Bend durch magnetische Spezialwerkzeuge aus der Lo- 
sung herausholen und auf eine fiache Probentragerun- 



lulosenitrat mit eingelagerten Molekiilen einer Sub- 
stanz wie beispielsweise 10% Alpha-Cyano-4-Hydroxy- 
Zimtsaure, die beim MALDI- Vorgang zur lonisierung 
der auf die Sciiicht aufgebrachten Analytmolekiile dient 
45 Der Probentrager hat die fiir Mikrotiterplatten einge- 
fiihrte GroBe von 8x12 Zentimetem und ist mit 
Schwalbenschwanzfiihrungen 3 versehen, mit denen die 
Platte auf einem Fiihningsschlitten befestigt werden 
kann. Der Probentrager ist auf seiner Schichtseite po- 
50 iiert, um das eingestrahlte Laserlicht zu reflektieren und 
so eine gute Absorption des Lichts zu ermoglichen. 

Eine giinstige Ausfiihrungsform ist die in Fig. 1 ge- 
zeigte fiache, metailische Tragerplatte in der ftir Mikro- 
titerplatten standardisierten GroBe von 8 x 12 Zentime- 



terlage brmgen. Dort konnen sie durch magnetische 55 tern. Diese GroBe paBt in alle gangigen Mikropipettier- 



Krafte, durch Qbergelegte Feinstgitter oder aber ein- 
fach durch Ankle ben befestigt werdea Sie werden, nach 
Oberfiihrung ins Vakuum, direkt vom Laser beschossen 
und liefem ein hervorragendes MALDI. Auch die Ku- 
gelchen lassen sich so vorpraparieren, daB sie versand- go 
und lagerfahig werden. 

Die Kugelchen sind besonders effektiv einsetzbar, 
wenn nur genngste Mengen an Anaiytsubstanz vorlie- 
gen, weil sie die Analytmolekiile praktisch vollstandig 
auch aus sehr verdilnnten LSsungen oder aus kleinsten 55 
V lumina adsorbieren konnen. Dabei braucht die Lo- 
sung nicht pipettiert oder sonstwie transportiert wer- 
den, und es werden daher die Verluste durch Wandad- 



anlagen und stellt somit eine gOnstige Voraussetzung 
fCir die automatische Probenaufbringung dar. Die 
Schwalbenschwanzfiihrungen lassen sich zur Befesti- 
gimg auf beweglichen Probentischen verwenden, auch 
im Vakuum des Massenspektrometers wird die Platte 
iiber diese Fuhrungen einfach gehaltert Fur die Ver- 
wendung im Vakuum haben sich Fuhrungen bewahrt, 
deren Oberflache mit Tetrafluorethen ('Teflon'^ uber- 
zogen wurde. 

Diese Platte wird nun auf ihrer Probenseite erfin- 
dungsgemaB mit der Matrixschicht iiberzogen. Dabei 
wird von einem Lack ausgegangen, der aus in Azeton 
aufgeldstem Zellulosenitrat mit einem Nitrierungsgrad 
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von etwa 12% und einer Kettenlange C^kositaO von 
etwa 100 bis 200 Glukosegruppen und einem geringen 
Anteil an Alpha-Cyano-4-Hydr xy-Zimtsaure besteht, 
die ebenfalls im Azeton gelost ist Die Schicht mu6 sehr 
diinn sein, sie betragt nur wenige Mikrometer. Zum Auf- 5 
tragen haben sich besonders zwei Verfahren bewahrt: 
das bekannte elektrische SprUhverfahren und das Auf- 
bringen eines Tropfchens auf die sich schnell drehende 
Tragerplatte. Das Aufbringen erfolgt erst in einer Um- 
gebung mit gesattigtem Azetondampf, worauf pldtzlich 10 
angewarmte reine Luft aufgeblasen wird. Die Trock- 
nung erfolgt dann in wenigen Sekunden und erzeugt 
eine sehr gleichma&ige Schicht Zellulosenitrat ohne Al- 
pha-Cyano-4-Hydroxy-Zimtsaure oder andere ionisie- 
rende Substanzen hat keine ionisierende Wirkung w^- 15 
rend des MALDI-Prozesses. 

Die etwa 10-prozentige Zugabe von Alpha-Cyano- 
4-Hydroxy-Zimtsaure hat bisher alle von uns untersuch- 
ten als Analytmolekuie verwendeten Peptide und Prote- 
ine ionisieren konnen. Es ist jedoch zu erwarten, daB fur 20 
andere Analytsubstanzen andere lonisierer bessere Er- 
gebnisse liefem. Man kann dann leicht verschiedenarti- 
ge Probentragersorten verwenden. Es ist aber auch 
moglich, verschiedene lonisierer in dem gleichen Ma- 
trixgemisch zu verwenden. SoUten sich die verschiede- 25 
nen lonisierer nicht in der gleichen Ldsung vertragen, so 
kann man einen schichtweisen Aufbau wahlen mit 
Schichten, die verschiedene lonisierer enthalten. Fur 
den Benutzer ist es vorteilhaft, wenn eine einzige Tra- 
gerplattensorte fur aUe analytischen Aufgaben benutzt 30 
werden kann. 

Diese TrSgerpIatten sind auch fOr die schnelle Analy- 
se sehr grofier 21ahien an Proben geeignet (sogenannte 
"massiv-parallele Verarbeitung^ Es lassen sich bei ei- 
nem Millimeter Abstand auf eine Tragerplatte 9600 35 
Probenflecken aufbringen und analysieren. Bei einem 
halben Millimeter Abstand lassen sich 38 400 Proben 
aufbringen. Rechnet man 2 Sekimden Analysezeit pro 
Probenfleck, so kann man diese 38 400 Proben in etwa 
6 Stunden analysieren. Diese Zielsetzung liegt fOr medi- 40 
zinische Reihenuntersuchungen vor. Automaten fur die 
schnelle Belegung von Tragem mit solchen Probenan- 
zahlen sind zur Zeit in Entwicklung. 

Diese Tragerplatten verlangen eine Konzentration 
des Analyten von etwa einem Picomol pro Mikroliter. 45 
Umgerechnet in Gewichtskonzentrationen entspricht 
das in etwa einem Gewichtsanteil von einem Millionstel 
des Ldsemittels (1 ppmw). Das ist eine geringe Konzen- 
tration, niedriger als sie normalerweise bei chromato- 
graphischen oder elektrophoretischen Trennvorgangen 50 
anfallt 

Sollte die verwendete Konzentration aber noch viel 
geringer sein, so kann man eine ganz andere Art der 
Probentrager verwenden. die aus magnetisierbaren Ku- 
gelchen von etwa 10 Mikrometem Durchmesser beste- 55 
hen. Diese werden ebenfalls mit einem lackartigen 
Oberzug der Matrix uberzogen, und konnen wie die 
Tragerplatten fiber langere Zeiten gelagert werden. Ei- 
ne geringe Anzahl der Kugelchen wird dann der sehr 
verdunnten Losung fiir langere Zeit und unter starker eo 
Bewegung beigegeben. Die adsorptive Oberflache der 
Kugelchen nimmt dann die Analytsubstanz aus der Lo- 
sung auf und halt si f st Di Kfigelch n kdnnen dann 
mit magnetisierbaren Spezialwerkzeugen aus der Ld- 
sung enmommen, gewaschen, und auf eine flache Unter- 65 
lage aufgebracht werden. Sie werden dort befestigt und 
dem MALDI-ProzeB zugefiihrt. Die Kugelchen lassen 
sich sehr leicht mit einer dunnen Matrbcschicht uberzie- 
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hen, indem man sie einzeln durch einen sehr f einen 
(elektrisch erzeugten) Lackspruhstrahl fallen laBt Nach 
dem Verlassen des Lackspruhstrahls sind die KOgelchen 
nach Durchmessen iner Strecke von etwa 20 Zentime- 
tem trocken und kdnnen daher einfach in einem Glas 
aufgefangen werden. Die Einrichtung einer heiBen Wir- 
belschicht im Glas verhindert das Zusammenbacken der 
noch frischen Kugelchen. — Auch ein pneumatisches 
Verspriihen der Kugelchen zusanmien mit einer sehr 
verdflnnten Lacklosung fOhrt zu einer dunnen Lack- 
schicht auf den Kfigelchen. 

Es ist nun eine haufig auftretende weitergehende ana- 
iytische Aufgabe, aus einem Losungsgemisch, in dem 
sich nicht nur die interessierende Analytsubstanz befin- 
det. die Analjrtsubstanz gezielt herauszuholen. Man 
mochte beispielsweise aus einem Proteingemisch ein in- 
teressierendes Protein herausholen und auf MiBbildun- 
gen untersuchen. Diese Aufgabe kann, wie bekannt, 
durch Antikorper geleistet werden. Diese Andkorper 
lassen sich nun relativ leicht auf die lackartige Matrix- 
schicht aufbringen und dort kovalent binden, ohne die 
Binde-Eigenschaften der Antikorper zu zerstoren. Sol- 
cherart vorgefertigte Probentrager sind dann ganz spe- 
ziell auf die Analyse bestimmter Proteine eingerichtet 
Besonders die als Kugelchen ausgebildeten Probentra- 
ger k6nnen so verwendet werden. In dieser Weise wird 
es beispielsweise mdgllch, aus einer einzigen Zelie ein 
ganz bestinuntes EiweiB herauszuholen und zu untersu- 
chen. 

Aber auch die gezielte Verandenmg der Analytmole- 
kuie laBt sich so erreichen. So ist es beispielsweise fiir 
die Identifizierung von EiweiBen gOnstig, das EiweiB 
einer enzymatischen Verdauung zuzuffihren, die die 
Kette der Aminosauren zwischen oder nach jeweils ge- 
nau definierten Aminosaurepaaren auftrennt So trennt 
beispielsweise das Enzym Trypsin nach dem Aminosau- 
repaar Lysin und Argenin. Die Molekulargewichte der 
Teilstficke aus dem tryptischen Verdau lassen sehr 
schnell fiber eine Protein-Datenbank eine Identifizie- 
nmg zu. Dieser Verdau kann nun in situ auf dem Pro- 
bentrager vorgenonunen werden. Dazu ist es erforder- 
lich. Trypsin (oder ein anderes Enzym) auf dem Proben- 
trager adsorbiert oder sonstwie fest gebunden zu haben. 
Da die Enzyme relativ stabil sind, lassen sie sich auf den 
Probentragem lange lagem. Sie mussen jedoch von den 
in der Regel sauren lonisierem femgehalten werden, 
was aber durch den lackformigen Aufbau der Schicht 
gewahrleistet ist Fur diese Art der Vorpraparierung mit 
veranderlichen Biochemikalien sind sowohl flache Tra- 
gerplauen wie auch magnetisierbare Kugelchen geeig- 
net 

Patentanspruche 

1. Probentrager fur das MALDI- Verfahren mit ei- 
ner vorpraparierten Oberflachenschicht, die aus ei- 
ner Matrixsubstanz mit mindestens zwei Kompo- 
nenten besteht, dadurch gekennzeichnet, daB die- 
jenigen Matrixkomponenten, die zur lonisierung 
der Analytmolektile wahrend des Desorptionspro- 
zesses dienen, von einer weiteren Matrixkompo- 
nente dicht umschlossen und vor Veranderungen 
wahrend der Lagerung geschtitzt werdea 

2. Probentrager nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die schutzende Matnxkomponente 
eine Lackschicht bildet 

3. Probentrager nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die lackformige Schutzkomponente 
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wahrend des Desorptionsvorganges durch die La- 
serstrahlung in kleinere MoiekOle zersetzt wird. 

4. Probentrager nach Anspruch 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die durch die Laserstrahlung zersetz- 
bare, ladcformige Schutzkomponente ein Spreng- s 
stoff Oder eine sprengstoffahnliche Substanz mit 
Fahigkeit zur Verpuffung ist 

5. Probentrager nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB Zellulosenitrat als zersetzbare. lack- 

f ormige Schutzkomponente verwendet wird. i o 

6. Probentrager nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB Zellulosenitrat mit einem optimalen 
Nitrierungsgrad zwischen 11^ und 13% Stickstoff 
verwendet wird. 

7. Probentrager nach einem der vorhergehenden 15 
Anspruche 2 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Lackschicht nach Aufbringen auf den Probentrager 
zumindest oberflachlich vemetzt und dadurch un- 
loslich gemacht wird. 

8. Probentrager nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 20 
zeichnet, daB die Vemetzung durch Bestrahlimg 
erzeugt wird. 

9. Probentrager nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB ein Briickenbildner fur die Vemet- 
zung verwendet wird. 25 

10. Probentrager nach Anspruch 9, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB Diisocyanat als Briickenbildner 
verwendet wird, 

11. Probentrager nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB nur eine 30 
Substanz als Matrixkomponente fur die lonisierung 
der Analytsubstanz vorhanden ist 

IZ Probentrager nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB mehrere 
verschiedenardge Substanzen als Matrixkompo- 35 
nenten filr die lonisierung der Analytsubstanz vor- 
handen sind. 

13. Probentrager nach Anspruch 12, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Matnxkomponenten in ge- 
meinsamer Losung als Lackschicht aufgebracht 40 
werden. 

14. Probentrager nach Anspruch 12, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die verschiedenen Matrixkom- 
ponenten in verschieden Lackschichten ubereinan- 
der eingebettet sind. 45 

15. Probentrager nach einem der vorhergehenden 
Anspruche 2 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Lackschicht durch eine Deckschicht abgedeckt 
wird, die keine Matrixkomponente fur die lonisie- 
rung der Analytsubstanz enthait 50 

16. Probentrager nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB eine wei- 
tere Komponente die Matrix farbt und fiir das ver- 
wendete Laserlicht absorptiv macht 

17. Probentrager nach einem der vorhergehenden 55 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Ma- 
trixschicht durch eine weitere Komponente elek- 
trisch leitfahig gemacht wird. 

18. Probentrager nach Anspruch 17. dadurch ge- 
kennzeichnet, daB feinstdispergierter Kohlenstoff eo 
als elektrisch leitfahige Komponente verwendet 
wird 

19. Probentrager nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB er aus 
kleinen magnetischen KQgelchen (magnetic beads) 65 
besteht 

20. Probentrager nach einem der vorherg henden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Ober- 



flache der Matrixschicht mit Reagenzien belegt ist, 
die die aufzubringenden Analytmolekiile chemisch 
verandem. 

21. Probentrager nach Anspruch 20, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Reagenzien an die Oberfla- 
che kovalent gebunden sind. 

22. Probentrager nach einem der vorhergehenden 
Anspruche 20 oder 21, dadurch gekennzeichnet, 
daB Enzyme als Reagenzien verwendet werden. die 
aufgebrachte Proteme in charakteristischer Weise 
zerschneiden. 

23. Probentrager nach einem der AnsprQche 1 bis 
19, dadurch gekennzeichnet, daB die Oberflache mit 
Agenzien belegt ist, die ganz speziHsch bestinmite 
Arten von Analytmolekulen festhalten konnen. 

24. Probentrager nach Anspruch 23, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB Antikdrper als Agenzien ver- 
wendet werden. 

25. Verfahren zur Herstellung von plattenformigen 
Probentragem nach einem der Anspruche 2 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet, daB der in L6sung befind- 
liche Lack durch Spruhen, Drucken oder Streichen 
auf die Probentragerplatte aufgebracht wu-d. 

26. Verfahren zur Herstellung von plattenformigen 
Probentragem nach einem der AnsprGche 2 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet, daB der in L6sung befind- 
liche Lack durch Auftropfen auf eine sich schnell 
drehende Tragerplatte aufgebracht wird. 
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